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Im Kreislauf der Kohlenstoffverbindungen in der Natur bilden sich an der 
Erdoberfläche die Humusstoffe als verhältnismäßig stabile Verbindungen 
aus. Das hauptsächlichste Ausgangsmaterial für die Humusstoffe sind die 
Pflanzen. Cellulose und Lignin sind neben einigen anderen organischen 
Verbindungen, die je nach Pflanzenart verschieden sein können, die 
wichtigsten organischen Anteile in der Pflanzensubstanz. Die in geringerer 
Menge in den Pflanzen vorhandenen Eiweißstoffe spielen bei dem 
Humifizierungsprozeß eine untergeordnetere Rolle. 

Die Humifizierung wird durch die Einwirkung der Mikroorganismen, 
nach deren Absterben auch noch durch deren Enzyme im wesentlichen 
eingeleitet und vollzogen. Daneben laufen jedoch Reaktionen ohne die 
Einwirkung von Enzymen ab. Die Geschwindigkeit der Humifizierung 
hängt von der Anzahl der daran beteiligten Mikroorganismen ab und 
wird somit auch durch die Menge der anwesenden anorganischen Nähr- 
stoffe bestimmt, die die Mikroorganismen für ihren Betriebsstoffwechsel 
benötigen. Hierbei stellen im allgemeinen die für das Mikroorganismen- 
wachstum zur Verfügung stehenden Stickstoffverbindungen einen 
begrenzenden Faktor dar, da die im Verlaufe der Umsetzungen gebildeten 
Verbindungen wie Ammoniak und organische Stickstoffverbindungen 
ebenfalls in die während der Humifizierung entstehenden Verbindungen 
eingebaut werden können. Dadurch wird der Stickstoff in vielen Fällen für 
die Mikroorganismen schwer verwertbar und die Umsetzungen verlaufen 
immer langsamer und kommen ungefähr bei einem C/N-Verhältnis von 
10 : 1 der Rotteprodukte beinahe zu einem Stillstand. 

Die Zersetzung von pflanzlichem Material ist von vielen Seiten! schon 
untersucht worden. Hierbei ist man zu dem Ergebnis gekommen, daß 
für die meisten Mikroorganismenarten Cellulose im allgemeinen eine 
besser verwertbare Kohlenstoffquelle ist als Lignin. Von Gottlieb und 
Mitarb.? ist jedoch gezeigt worden, daß auch einige Mikroorganismen- 
arten Lignin als alleinige Kohlenstoffquelle verwerten können. 
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Bei den Untersuchungen über die Geschwindigkeit der Verrottung von 
pflanzlichem Material darf man jedoch nicht außer Acht lassen, daß 
zwischen dem mikrobiellen Abbau der Cellulose und dem des Lignins 
insofern ein direkter Zusammenhang besteht, als das im Innern der 
Zellwand vorhandene Lignin® erst nach der Entfernung der Cellulose 
einem Angriff zugänglich wird. Bei allen Untersuchungen über die Verrot- 
tung organischer Substanz zeigte es sich immer wieder, daß Cellulose 
mengenmäßig rascher abgebaut wird als Lignin oder die daraus ent- 
stehenden Verbindungen. 

Zu dem Zeitpunkt, bei dem die abgestorbenen Pflanzenteile dem 
Prozeß der Humifizierung unterworfen werden, enthalten sie im all- 
gemeinen verhältnismäßig wenig Eiweißstoffe. Die bei den Umsetzungen 
beteiligten Stickstoffverbindungen stammen aus den Mikroorganismen. 

Nach den bisherigen Ausführungen führen Reaktionen zwischen 
Lignin bzw. dessen Umwandlungsprodukten und stickstoffhaltigen 
Verbindungen aus den Mikroorganismen, insbesondere Eiweißstoffen 
und deren Abbauprodukten, vornehmlich zur Bildung der Humusstoffe. 

Auf die Bildung von Humusstoffen, die auch bei Abwesenheit von 
Lignin, wie z.B. in Mikroorganismenkulturen,? stattfinden kann, soll hier 
nicht eingegangen, sondern nur darauf hingewiesen werden, daß diese 
im Prinzip auf ähnlichem Wege, nämlich ebenfalls über aromatische 
Verbindungen? verläuft. 

An der Verrottung von Weizenstroh® als einem Beispiel, das wir 
kürzlich untersucht haben, soll unter besonderer Berücksichtigung der 


H;SO,- Cellulose 
Rottezeit Lignin Holo- = 
in Tagen % % % 
Abn. Geh. | Abn. Geh. | Abn. Geh. 
0 53g 198g 106g 
20 75 40 
70 35g 608 35g 
33 28 | 69 43 | 67 28 
180 17g 12g 5g 
68 34 | 94 25 | 95 10 
260 20g 10g 2g 
64 38 | 95 20 | 98 5 
340 19g 8 3g 
64 38 | 96 15 | 97 6 
410 20g 10g 1g 
63 41 | 96 20 | 99 1 


Abb. 1. Veränderung der Mengen der Strohbestandteile und der Humusstoffe im Laufe 
der Verrottung. 
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Veränderungen des Lignins dessen Übergang in Humusstoffe erläutert 
werden. Um die Bedingungen möglichst konstant zu halten, wurde gehäck- 
seltes Weizenstroh in einer Klimakammer bei 90%, relativer Luftfeuchtig- 
keit und 28°C unter Zusatz einer Nährlösung mit NaNO, als Stickstoff- 
quelle bis zu 410 Tagen verrottet. Während dieser Zeit wurden nach einer 
Anzahl von Tagen jeweils 5 Parallelgefäße untersucht. 

Die Zahlen, welche der Gewichtsabnahme der eingesetzten Strohmenge 
durch die Zersetzung entsprechen, besagen, daß nach 180 Tagen unter 
den angewandten Bedingungen zunächst keine mengenmäßigen Änderun- 
gen mehr vor sich gehen. 

Sie lassen ferner die prozentuale Abnahme der einzelnen Bestandteile 
erkennen. Daraus geht hervor, daß die Geschwindigkeit des Abbaus von 
Cellulose weitaus größer ist als die von Lignin. Zu dieser Feststellung 
müssen die Werte von «-Cellulose herangezogen werden, da mit der 
Bestimmung der Holocellulose auch durch die Mikroorganismen auf- 
gebaute Polysaccharide, wie z.B. Levane und Dextrane,? erfaßt werden, 
die einen weiteren mikrobiellen Abbau einen größeren Widerstand 
entgegensetzen als die ß-glucosidisch verknüpften Glucosemoleküle der 
Cellulose. 

Bemerkenswert ist auch, daß nach 180 Tagen der Gehalt an Substanzen, 
die mit einer Methode zur Bestimmung von Lignin in Anlehnung an die 
Vorschrift von Ritter, Seborg und Mitchell® bestimmt worden sind, den 
der Holocellulose wie auch den der «-Cellulose übersteigt. Dieses könnte 
zu dem Schluss führen, daß Lignin bei Anwesenheit anorganischer 
N-Quellen nur in Gegenwart einer C-Quelle abgebaut wird. 

Bei diesen Untersuchungen wurden auch die “heißwasserlöslichen” 
Anteile bestimmt. Aus diesen konnten nach Ansäuern dunkelbraune 
Stoffe isoliert werden, denen definitionsgemäß die Bezeichnung “Humin- 
säuren” gegeben werden muß. Die in der salzsauren Lösung zurück- 
bleibenden Substanzen wären nach der Einteilung der Humusstoffe als 
“Fulvosäuren” zu bezeichnen. 

Der Grund für den verhältnismäßig hohen Anteil an in heißem Wasser 
löslichen Substanzen dürfte darin zu suchen sein, daß nach Verwertung 
des Nitrations durch die Mikroorganismen die Natriumionen des 
zugesetzten NaNO, mit den sauren Anteilen der Verrottungsprodukte 
leicht lösliche Natriumverbindungen eingehen. 

Auch die Mengen der “Fulvosäuren” und die der “Huminsäuren” 
verändern sich anscheinend nicht mehr. Die «-Cellulose wird als ein in 
24%, iger KOH bei 20° C unlöslicher Anteil der Kohlenhydrate? bestimmt. 
Die erhaltenen Werte geben Anhaltspunkte dafür, daß auch nach dem 
Zeitpunkt von 180 Tagen in den Ansätzen noch weitere Reaktionen 
ablaufen. 

Um die Geschwindigkeit der Verrottung von Stroh in Abhängigkeit von 
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der Menge an für die Mikroorganismen verwertbaren Stickstoff- und 
Kohlenstoffverbindungen zu überprüfen, untersuchten wir!" ein vor- 
gerottetes Stroh mit einem Gehalt von 21,3% an «-Cellulose. 

Der Verrottungsgrad entsprach demnach einem solchen von einer 
Rottedauer zwischen 70 und 180 Tagen. Diesem vorgerotteten Stroh 
wurden einmal Cellulose-pulver, das der Ausgangsmenge an Cellulose 
ungefähr entsprach, zum anderen eine Nährsalzlösung oder Cellulose 
+-Nährstoffe hinzugegeben. Nach einer weiteren Verrottungszeit von 
70 Tagen konnte festgestellt werden, daß nur die Nährstoffgabe einen 
beschleunigenden Einfluß auf den Abbau von Lignin hatte und das 
Cellulosepulver allein ohne jede Wirkung blieb. Demnach scheint eine 
zusätzliche Kohlenstoffquelle keinen wesentlichen Einfluss auf den Abbau 
von Lignin zu besitzen, sondern nur die in der Nährlösung verwertbaren 
Stickstoffverbindungen. Erst durch die zusätzliche Nährstoffgabe wird 
auch das zugesetzte Cellulosepulver abgebaut. 

Gibt man im ersten Beispiel nach 180 Tagen eine zusätzliche Nähr- 
stoffgabe und untersucht die Rotteprodukte nicht schon nach weiteren 
70 Tagen, sondern erst nach 230 Tagen, also nach einem Zeitpunkt, 
bei dem die unter den gewählten Bedingungen ablaufenden Reaktionen 
zu einem Stillstand der Abnahme der Gesamtmenge an verrottetem 
Stroh kommen, dann besteht weder ein Unterschied an der Menge der mit 
Schwefelsäure isolierbaren Ligninfraktion, noch an der Menge an Holo- 
sowie «-Cellulose, noch an der von “Huminsäuren” und ‘“Fulvosäuren”. 

Es bestehen allerdings einige Unterschiede in der Elementarzusammen- 
setzung der Ligninfraktion und der ““Huminsäuren”. 


Rottezeit C:N 
in Tagen C A total 
0 60,2 

70 24,2 
180 12,6 
260 10,6 
340 10,7 
410 9,6 
410-+N 45,54 5,58 8,8 


Abb. 2. Elementarzusammensetzung der Strohproben. 


Bei dem Verrottungsversuch bis zu 410 Tagen spiegeln die Zunahme 
des Kohlenstoffgehaltes und die Abnahme des Sauerstoffgehaltes bis 
zu 180 Tagen den lebhaften Abbau der Cellulose wieder. Die danach 
erfolgende Abnahme des Kohlenstoffgehaltes und die Zunahme des 
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Sauerstoffgehaltes deuten ablaufende Oxydationsreaktionen an. Nachdem 
während 180 tägiger Rottedauer die Cellulose bis zu 75%, abgebaut 
worden ist, setzen in immer stärkerem Maße Kondensationsreaktionen 
der von den Mikroorganismen stammenden Stickstoffverbindungen mit 
den Oxydations- bzw. Abbauprodukten des Lignins ein, wie aus dem 
stetig ansteigenden Stickstoffgehalt zu ersehen ist. Bei einem zweiten 
Zusatz von Nährstoffen nach 180 Tagen Rottedauer konnten diese 
Tatsachen in verstärktem Umfang nach 410 Tagen (410 T-++N) festge- 
stellt werden. 

Weitere Untersuchungen sprachen ebenfalls dafür, daß auch nach 180 
Tagen noch chemische Reaktionen stattfinden. Decarboxylierte man die 
verschieden lange verrotteten Strohproben mit 12%, iger Salzsäure nach 
einer Methode, wie sie Deuel und Mitarb.!! angegeben haben, und 
bestimmt gleichzeitig Furfurol,'? so ergibt sich, daß die gebildete Menge 
an CO, nicht allein aus den Uronsäuren stammen kann, sondern mit 
zunehmender Verrottungszeit noch weitere decarboxylierbare Substanzen 
gebildet worden sein müssen. Hierdurch wird auch die Abnahme des 
Kohlenstoff—und die Zunahme des Sauerstoffgehaltes der Strohproben 
nach 180 Tagen Rotte verständlich. 

Die im Verlaufe der Verrottung entstehenden und mit den Methoden 
zur Bestimmung des Ligningehalts isolierten Substanzen sind infolge 
des verhältnismäßig hohen Stickstoff—und niederen Methoxylgehaltes 
kein Lignin im eigentlichen Sinne mehr, sondern werden besser als 
ligninähnliche Fraktionen bezeichnet. 

Da mit der Möglichkeit gerechnet werden muß, daß bei der Anwendung 
der verhältnismäßig konzentrierten Schwefelsäure von 72% zur Isolierung 
der Ligninfraktionen Kondensationsreaktionen eintreten können, zogen 
wir zu Vergleichszwecken die schonendere Methode nach Björkman!? 


Rottezeit 
in Tagen 


H,SO,—Lignin 


Björkman-Lig. 


Abb. 3. Elementarzusammensetzung der Ligninfraktionen, isoliert mit Schwefelsäure 
und nach Björkman. 
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hinzu, obwohl mit dieser Methode durch die Extraktion mit Dioxan bei 
Stroh nur ca. 2,5%, und nicht wie bei Holz 50% des vorhandenen Lignins 
isoliert werden konnten. 

Aus der Elementarzusammensetzung der auf beiden Wegen isolierten 
Ligninfraktionen geht hervor, daß die Veränderungen der Kohlenstoff-, 
Sauerstoff-, Stickstoff- und Methoxyl-Gehalte jeweils in gleichem Sinne 
verlaufen. Bei den nach Björkman isolierten Ligninen handelt es sich in 
diesem Falle hauptsächlich um niedermolekularere Ligninanteile. 

Aus der Abb. 3 geht auch eindeutig hervor, daß zwischen der Abnahme 
des Methoxylgehaltes und der Zunahme des Stickstoffgehaltes eine 
Beziehung bestehen muß, d.h. der Einbau von stickstoffhaltigen Verbin- 
dungen erst nach einer Spaltung der Phenyläther stattfinden kann. 

Weiterhin wurden die Funktionen des Stickstoffs in den verschiedenen 
Ligninfraktionen untersucht. 

Durch Hydrolyse mit Salzsäure können bei den Huminsäuren des 
Bodens ca. 20 verschiedene Aminosäuren nachgewiesen werden.!* Hydro- 
lysiert man z.B. Björkman-Lignin aus frischem Weizenstroh, so werden 
unter den angewandten Bedingungen der Papierchromatographie nur 3, 
nach 70 tätiger und längerer Verrottung des Strohes bis zu 12 Amino- 
säuren gefunden. 

Als Beispiel für die Auftrennung des Stickstoffs ist eine Zusammen- 
stellung für die Werte der Schwefelsäurelignine angeführt, die aber 
ebenso für die der Björkman-Lignine zutrifft. 


%N Aufteilung des N-Gehaltes 


400 in den HS0% -Lignin -Fraktionen 
3,00 
2,00 
heterocykl. -N 
1,00 
NH3 -N 
œ- NH3 -N 


180 260 340 410+N Tage 
Abb. 4. Zusammensetzung der Stickstoffanteile in den mit Schwefelsäure isolierten 
Ligninfraktionen. 

Die Auftrennung der Stickstoffanteile erfolgte zunächst durch Hydro- 
lyse mit 6 n Salzsäure unter den üblichen Bedingungen und Bestimmungen 
des «-Aminostickstoffs im Hydrolysat. Dabei ist festzustellen, daß bei 
unverrottetem Schwefelsäurelignin über die Hälfte des Gesamtstickstoffs 
als «&-Aminostickstoff verliegt, nach 70 Tagen noch 40% und ab 180 
Tagen nur noch 20%. Der «-Aminostickstoff stellt sich demnach im 
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Laufe der Verrottung auf eine bestimmte Höhe des Gesamtstickstoffs 
ein. 

Der Hydrolysenrückstand wurde nach einer neu ausgearbeiteten 
Methode® in einer Schmelze aus Natriumhydroxyd und Natriumacetat bei 
250° unter reduzierenden Bedingungen in einem Eisentiegel behandelt. 
Dabei wird Ammoniakstickstoff abgespalten, dessen Menge im Laufe der 
Rotte zunimmt. Auf Grund verschiedener Modelluntersuchungen scheint 
dieser Ammoniakstickstoff aus Aminosäuren bzw. Peptidanteilen zu 
stammen, die durch die üblichen Hydrolysebedingungen mit 6 n Salz- 
säure nicht abgespalten werden. 

Im Rückstand der Schmelze kann noch ein weiterer Anteil von Stickstoff 
in seiner Funktion bestimmt werden, der durch Vergleich mit Indol- 
und Imidazolderivaten und anderen Hetorocyclen fast in seiner Gesamt- 
menge als heterocyclisch gebunden festgestellt worden ist. Durch Papier- 
chromatographie ließen sich diese stickstoffhaltigen Verbindungen auf- 
trennen. Sowohl aus den isolierten Ligninfraktionen, aus den verrotteten 
Produkten als aber auch aus Huminsäuren konnten Verbindungen abge- 
trennt werden, die auf Indolnachweise positiv reagieren. 

Die Bindungsart eines weiteren Stickstoffanteiles ist noch unbekannt. 
Dieser befindet sich in den Lösungen der Hydrolyse, in denen «-Amino- 
stickstoff bestimmt wurde. Möglicherweise handelt es sich um Amino- 
zucker. Auffallend bei der Stickstoffbilanz ist die Tatsache, daß mit 
zunehmender Verrottung der bisher nicht identifizierte Stickstoffanteil 
zunimmt. Dieses spricht dafür, daß mit zunehmender Rottedauer an den 
Peptidanteilen bzw. den Aminosäureresten Veränderungen vor sich gehen. 

Nachdem erkannt war, daß sich ein Teil des Stickstoffs als «-Amino- 
stickstoff abhydrolysieren ließ, war es wahrscheinlich, daß die Unter- 
suchungen der Hydrolyserückstände einen genaueren Aufschluß über 
die Veränderungen des Lignins während der Verrottung geben, da auf 
Grund der Analysen die Aminosäuren oder die Peptidanteile im Laufe 
der Verrottung an das Lignin oder dessen Umwandlungsprodukte 
ankondensiert wurden. 

Wir untersuchten daher sowohl die Fraktionen von Schwefelsäurelignin, 
die von Björkman-Lignin, als auch “Huminsäuren” aus dem Heiß- 
wasserextrakt und bestimmten deren Elementarzusammensetzung. 

In Abb. 5 sind einige Beispiele aufgeführt. In jedem Fall nimmt der 
Kohlenstoffgehalt und der Sauerstoffgehalt nach der Hydrolyse zu. Bei 
den Hydrolyserückständen nimmt mit der Rottedauer der Kohlenstoff- 
gehalt ab und der Sauerstoffgehalt zu. Dieses spricht dafür, daß im Ver- 
laufe der Umwandlung des Lignins sauerstoffhaltigere Verbindungen 
entstehen und, wie noch gezeigt wird, eine Zunahme der sauren Gruppen 
stattfindet. 

Bei den Untersuchungen über die Funktionen des Sauerstoffs haben 
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H,SO,—Lignine 


Rottezeit H% 0% N% 
in Tagen nach nach vor nach vor 
0 63,39 5,41 31,37 0,54 
70 60,15 5,68 29,48 2,01 
180 60,40 5,66 29,15 2,37 
260 58,86 5,61 29,93 3,14 
340 56,66 5,62 32,09 3,08 
410 32,88 2,97 
“Huminsäuren” aus Heißwasserextrakt 
260 53,74 57,53 4,58 37,63 36,94 3,44 0,95 
340 52,92 56,70 4,56 38,93 37,78 2,94 0,96 


Abb. 5. Elementarzusammensetzung der Fraktionen der Schwefelsäurelignine und 
“Huminsäuren’ vor und nach der Hydrolyse. 


wir uns zunächst mit der Veränderung der sauren Gruppen befaßt. 
Wir wandten hierzu die Potentiometrische Titration nach Brockmann und 
Meyer! an, bei der die Lignine in Äthylendiamin mit Äthanolamin 
titriert wurden. Mit Hilfe dieser Titrationsmethode lassen sich auch bei 
Anwesenheit von Carboxylgruppen schwachsaure phenolische Hydroxyl- 
gruppen erfassen. 


Lignin frisch Er SEE en: 560+13 
Lignin 70 Tage verrottet ... det 577+11 
Lignin 180 Tage verrottet ... ae 429+7 
Lignin 340 Tage verrottet ... ves 412+9 


Abb. 6. Äquivalentgewichte der nach Björkman isolierten Ligninfraktionen. 


Die Äquivalentgewichte der Björkman-Lignine nahmen im Laufe der 
Verrottung ab. Der Verlauf der Titrationskurve deutet darauf hin, daß zu 
Beginn der Rotte hauptsächlich phenolische Hydroxylgruppen vorhanden 
sind und mit Zunahme der Verrottung der Gehalt an stark sauren Gruppen 
laufend zunimmt, die den sich in vermehrtem Maße bildenden Carboxyl- 
gruppen, wahrscheinlich aber auch den verhältnismäßig sauren Hydroxyl- 
gruppen von Chinonen zugeschrieben werden müssen. 

Brauns” stellte durch Methylierung von Fichtenholzlignin mit Diazo- 
methan einerseits in Äther, andererseits in Dioxan fest, daß in Äther 
hauptsächlich die phenolischen Hydroxylgruppen und noch keine enoli- 
sierten Carbonylgruppen methyliert werden. 
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Lignin aus frischem Stroh ... fir PA 16,76% OCH, 
Lignin aus frischem Stroh methyliert _... 21,76% OCH, 
Lignin 70 Tage verrottet ... ses an 10,84% OCH, 
Lignin 70 Tage verrottet methyliert une 13,97% OCH, 


Abb. 7. Methylierung der nach Björkman isolierten Ligninfraktionen. 


Uns war es nur darum zu tun, das Vorhandensein von freien Hydroxyl- 
gruppen nachzuweisen, und wir methylierten daher Björkman-Lignin mit 
Diazomethan in Aceton unter Zugabe einer Spur Wasser 12 Stunden in 
der Kälte. Die methylierten Präparate wiesen eine nahezu weiße Farbe 
auf. Aus den Zahlen geht hervor, daß trotz der Spaltung der Methyläther 
die Anzahl der freien Hydroxylgruppen nicht erhöht wird. Diese Tatsache 
spricht dafür, daß die entstehenden Hydroxylgruppen sehr reaktionsfähig 
sind und rasch weiter reagieren. 

Untersuchungen über die Decarboxylierung von Lignin mit 12%, iger 
Salzsäure sollten Anhaltspunkte dafür geben, in welcher Weise eine 
Oxydation stattgefunden hat. 


Lignin aus frischem Stroh s k 0,47% CO, 


Lignin aus Stroh 70 Tg. verrottet >i 0,64% CO, 
Lignin aus Stroh 180 Tg. verrottet T 1,34% CO, 


Abb. 8. Decarboxylierung von nach Björkman isolierten Ligninfraktionen. 


Mit zunehmender Verrottungszeit steigt die Menge des gebildeten 
Kohlendioxyds an und auf Grund früherer Erfahrungen an Strohproben, 
bei denen gleichzeitig die Uronsäuren als Furfurol bestimmt wurden, 
stammt das gebildete Kohlendioxyd aus anoxydierten Ligninbestandteilen. 

Die Untersuchungen an natürlichem Ausgangsmaterial zum Studium 
der Bildung von Humusstoffen aus Lignin lassen sich wie folgt zusammen- 
fassen: 

Im Verlaufe der Verrottung findet ein Abbau des Lignins statt, bei 
dem als erste Stufe eine Ätherspaltung stattfindet. Die dadurch entstehen- 
den Polyphenole werden vermutlich zu chinoiden Stoffen oxydiert, 
welche Kondensationsreaktionen mit Aminosäuren und anderen Amino- 
verbindungen eingehen. Die Oxydationsreaktionen bleiben nicht nur auf 
der Chinonstufe stehen, sondern gehen weiter und führen voraussichtlich 
zu Ringaufspaltungen unter Bildung von Carbonsäuren, durch deren 
Spaltung Kohlendioxyd gebildet wird. 

Es ist nun die Frage, welche Versuche sich in vitro heranziehen lassen, 
um diese Überlegungen zu stützen. 
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Über die Spaltung von Methyläthern durch Bodenmikroorganismen 
hat Henderson!® Untersuchungen angestellt. Die 3 isomeren Methoxy- 
benzoesäuren wurden z.B. in Kulturlösungen von Hormodendrum in die 
entsprechenden p-Hydroxybenzoesäuren übergeführt, wobei der p- 
Methyläther rascher als der m- und dieser wieder rascher als der o- 
gespalten wird. Sie konnte auch nachweisen, daß bei dieser Reaktion z.B. 
bei #-Hydroxy-benzoesäure eine zweite OH-Gruppe zu Protocatechusäure 
eingeführt wird. 

In früheren Jahren wurde vor allem durch Eller! und Erdtman?® 
versucht, durch die alkalische Oxydation von Polyphenolen, wie Hydro- 
chinon und Brenzcatechin, Modellsubstanzen von Huminsäuren herzu- 
stellen. Die Oxydation von 1,4-Diphenolen wurde von James, Snell und 
Weissberger”! ausführlich untersucht. Sie konnten die in diesem Zusam- 
menhang wichtige Tatsache feststellen, daß Hydroxy-p-benzochinon 
als Zwischenstufe bei gefärbten Synthesehuminsäuren auftritt. Über 
den Aufbau der braunen Synthesehuminsäuren bestehen noch keine 
eindeutigen Vorstellungen. Auch die Oxydation von Brenzcatechin in 
alkalischer Lösung führte zu keinen weiteren Aufschlüssen. 


OH 


0 
9 30% NaOH + H207 OH 
OH = 
OH HO 
ai i 


Abb. 9. Oxydation von Hydrochinon und Brenzcatechin in stark alkalischer Lösung. 


Nur die Oxydation in stark alkalischer Lösung, in der sowohl Hydro- 
chinon?? als auch Brenzcatechin?? einigermaßen beständig gegenüber dem 
Sauerstoff der Luft sind, konnten mit starken Oxydationsmitteln, wie 


Ligninbausteine 
OH OH 
ui Gg 
OH 
R R 
(H3C)3C C(CHJ3 -+ Syringyl - Guajacyl- 


N o (H3C)3 typus 
HO. Rs ¢-¢-¢- 


(rane 


R = - C (CH3)3 


Abb. 10. Oxydation von 3,5-Di-tert.-but.-brenzcatechin und 4,6-Di-tert.-but.-pyrogallol, 
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Wasserstoffsuperoxyd, jeweils als definiertes Oxydationsprodukt 2,5- 
Dihydroxy-p-benzochinon gefasst werden. 

Um die Reaktionsmöglichkeiten der unsubstituierten Polyphenole 
einzuschränken, untersuchten wir die substituierten Verbindungen, die 
gleichzeitig auch den entmethylierten Bausteinen des Lignins vom 
Guajacyl- und Syringyltyp entsprachen. 

Die Oxydation von 4,6-Di-tert.-but.-pyrogallol und 2,5-Di-tert.-but.- 
brenzcatechin verläuft über Zwischenstufen zu 2,4-Di-zert.-but.-4-oxalo- 
croton-säure. Das intermediär entstehende 3-Hydroxy-4,6-Di-tert.-but.-o- 
benzochinon kann als Monoacetat auf einem anderen Wege erhalten 
werden. 

Bei der Reaktion fällt das Hydrochinon selbst in dimerer Form aus. 
Seine Konstitution wurde aufgeklärt und war bei der Aufklärung der 
Bildung von Purpurogallin von Bedeutung. Es geht in Gegenwart 
verdünnter Laugen in eine farblose Substanz über, aus der bei der 
Alkalispaltung in der Wärme 4,6-Di-tert.-but.-pyrogallol, Oxalocroton- 
säure und noch eine unbekannte Substanz entstehen. 

Durch diese Modelluntersuchungen bekämen wir eine Vorstellung, 
welche Reaktionsmöglichkeiten bei der Oxydation der Ligninbausteine 
bzw. deren ersten Kondensationsprodukten, wie sie z.B. Freudenberg”* 
formuliert, nach deren Entmethylierung bestehen. 

Die Ringaufspaltung zu «-Keto-di-carbonsäuren, die bekanntlich 
leicht Kohlendioxyd abspalten, gibt auch eine Vorstellung über die 
Kohlendioxydbildung, wie sie sowohl beim Ansäuern der Ansätze der 
alkalischen Oxydation von Hydrochinon, aber auch bei der Umwandlung 
von Lignin im Laufe der Verrottung auftritt. 

Wir hielten diese Modelluntersuchungen jedoch noch nicht für aus- 
reichend, da sie in mancher Beziehung noch zu sehr von den in der Natur 
möglichen Bedingungen abweichen. Insbesondere war die starke Alkalität 
der Lösungen eine Voraussetzung, die in der Natur nicht gegeben ist. 

Im Verlaufe weiterer Untersuchungen wurden mögliche Oxydations- 
produkte des Lignins, wie P-Oxy-benzoesäure und Protocatechusäure, 
die aus dem Boden? isoliert werden konnten, in den Kreis unserer Unter- 
suchungen einbezogen und die Oxydation mit Hilfe von Phenoloxydasen 
aus Champignon?® bei pH-Werten zwischen 4,5 und 6,5, wie sie auch im 
Boden möglich sind, durchgeführt. 

Im Anschluß an die Untersuchungen von mit Zert.-butyl-Resten sub- 
stituierten Brenzcatechin und Pyrogallol konnten dieselben Oxydations- 
produkte wie unter den vorher genannten Bedingungen erhalten werden. 
So wurde nicht nur 3,5-Di-zert.-but.-o-benzochinon, sondern auch das 
dimere 3-Hydroxy-4,6-Di-tert.-but.-o-benzochinon isoliert. 

Die Untersuchungen an den möglichen Abbauprodukten von Lignin 
wurden zur Hauptsache mit Gallussäure durchgeführt, da einmal von 
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Henderson nachgewiesen worden war, daß durch die Einwirkung von 
Mikroorganismen eine zweite OH-Gruppe in p-Hydroxy-benzoesäure 
eingeführt werden kann, zum anderen die Oxydation von mit zert.butyl- 
Resten substituierten 1,2-Di—und 1, 2, 3-Triphenolen über dieselbe 
Zwischenstufe, eine 3-Hydroxy-o-benzochinon, verläuft. 

Gallussäure wurde in wäßriger Suspension in Gegenwart des Enzyms 
mit Sauerstoff geschüttelt. 
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Abb. 11. Oxydation von Pyrogallolderivaten mittels Phenoloxydasen aus Champignon 


Bei Gegenwart von Eiweiß erhält man sowohl aus Pyrogallol als auch 
aus Gallussäure Produkte, die den natürlichen Huminsäuren in jeder 
Beziehung sehr ähnlich sind. 

Bei der Hydrolyse mit 6 n Salzsäure werden dieselben Aminosäuren 
erhalten, wie sie in dem zugesetzten Eiweiß enthalten sind. Der Hydro- 
lysenrückstand verhält sich ähnlich dem von natürlichen Huminsäuren. 

In Gegenwart von Methylanilin wird das intermediär entstehende 3- 
Hydroxy-o-benzochinon als entsprechendes Derivat isoliert. 

Die enzymatische Oxydation von Pyrogallolderivaten führt auch in die 
Reihe der Gerbstoffe und zur Bildung von Purpurogallin und dessen 
Derivaten. Diese Tatsache gab Veranlassung, auch die Bedingungen der 
oxydativen Dimerisierung von Chinonen näher zu untersuchen. Hierbei 
ist insbesondere die Bildung von Purpurogallin?? aufgeklärt worden. 

Die enzymatische Oxydation von Brenzcatechin wurde von Forsyth 
und Mitarb.?® untersucht, 
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Abb. 12. Enzymatische Oxydation von Brenzcatechin. 


Hierbei konnten alle drei möglichen Tetra-hydroxy-diphenyle isoliert 
werden. Die Autoren fanden auch ein Chinon, dessen Konstitution 
allerdings noch nicht feststeht. 

Sowohl bei der Verwendung von ÖOxydationsmitteln in neutraler 
Lösung als auch von Phenoloxydasen aus Champignon wird, wie bereits 
erwähnt, ein dimeres Produkt von 3-Hydroxy-4,6-Di-tert.-butyl-o- 
benzochinon gefaßt. 

Im Laufe der Oxydation von 4,6-Di-tert.-butyl-pyrogallol konnte 
spektroskopisch nachgewiesen werden, daß das 3-Hydroxy-o-ben- 
zochinonderivat intermediär entsteht, sich aber verhältnismäßig rasch 
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Abb. 13. Bildung von Purpurogallin und dessen Derivaten. 
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in das gelbe Dimere umlagert. Bei ähnlichen Versuchen mit Pyrogallol 
und dessen Derivaten werden bei den Oxydationsreaktionen ebenfalls tief 
gefärbte Lösungen erhalten, die sich jedoch sehr rasch verändern. 

Bereits vor vielen Jahren wurde von Perkin?’ bei der Oxydation von 
Pyrogallol in einem Gemisch von Alkohol und Eisessig mit iso-Amylnitrit 
in geringer Ausbeute ein dimeres Hydroxy-o-chinon erhalten. Es konnte 
gezeigt werden,?” daß dieses eine analoge Konstitution wie das durch 
Diensynthese entstandene Dimere von 3-Hydroxy-4,6-Di-zert.-butyl-o- 
benzochinon besitzt. 

Die verschiedenen Reaktionen, die zur Aufklärung des Mechanismus 
der Bildung von Purpurogallin wesentlich sind, sind in dem folgenden 
Schema zusammengefaßt. Die beste Ausbeute?’ an Purpurogallin erhält 
man durch Oxydation von Pyrogallol mit Natriumjodat in wäßriger 
Lösung. 

In alkoholischer Lösung in Gegenwart von P-Benzochinon als Oxy- 
dationsmittel entsteht aus Pyrogallol ein dem Alkohol entsprechender 
Ester, der bisher unbekannten Purpurogallin-y-Carbonsäure. Derselbe 
entsteht auch beim Erwärmen von dimerem 3-Hydroxy-o-benzochinon 
in alkoholischer Lösung mit Natriumacetat. Der Ester kann sauer 
verseift und unter Kohlendioxydabspaltung durch Erhitzung in Chinolin 
mit Kupferpulver in Purpurogallin übergeführt werden. Das dimere 
Hydroxy-o-benzochinon geht in der Kälte unter der Einwirkung von 
wäßriger Bicarbonatlösung in Purpurogallin über. 

Bei der Oxydation von Gallussäure mit Dehydrogenasen erhält man 
unter Abspaltung von Kohlendioxyd Purpurogallin- ß-carbonsäure.?%®1 
Die beste Ausbeute an Purpurogallin- B-Carbonsäure®? wird durch die 
Oxydation eines Gemisches von Gallussäure und Pyrogallol mit Natrium- 
jodat erzielt. 

Alle diese Reaktionen wurden erwähnt, da sie nach meiner Ansicht 
bei der Untersuchung über die Bildung von Huminsäuren beachtet 
werden müssen, zumal im Boden Phenolasen nachgewiesen worden sind®® 
und deren Aktivität als Maß für die vorhandenen mikrobiell abbaubaren 
Humusstoffe angesehen wird. 

In diesem Zusammenhang soll noch eine Beobachtung über die 
enzymatische Oxydation von Lignin mit Phenoloxydasen aus Champignon 
mitgeteilt werden. Björkman-Lignin aus frischem Weizenstroh wurde in 
Phosphatpuffer von pH 6,5 mit dem Enzym geschüttelt und die Sauer- 
stoffaufnahme in der Warburgapparatur gemessen. Björkman-Lignin aus 
frischem Weizenstroh nahm eine viel geringere Menge Sauerstoff in 
Gegenwart von Phenoloxydasen aus Champignon auf als solches, das aus 
Stroh der älteren Rottestufe von 410 Tagen stammte. Daraus kann 
geschlossen werden, daß oxydierende Enzymsysteme einen wesentlichen 
Einfluß auf die Verrottung von Lignin haben können. 
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Die Umsetzungen von Methylanilin mit dem 3-Hydroxy-o-benzochinon 
der Gallussäure führte uns dazu, auch weitere Überlegungen über die 
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Abb. 14. I.R.-Spektren von Björkman-Lignin aus frischem, 70 und 410 Tage verrottetem 
Stroh, “Huminsäuren” aus 410 Tage verrottetem Stroh und Huminsäuren aus Moor- 
boden. 
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Möglichkeiten des Einbaues des Stickstoffs in das Molekül der Humin- 
säuren zu studieren. In Gegenwart von Anilin entstehen Reaktionspro- 
dukte, denen auf Grund der Analysen und der Spektren eine Formel 
zugeschrieben werden muß, die sich aus 2 Molekülen Pyrogallol und 2 
Molekülen Anilin zusammensetzt. Vermutlich sind es Phenazinderivate. 

Bis jetzt ist es nur möglich, auf Grund von Analogieschlüssen Vorstel- 
lungen über die Möglichkeit des Einbaus von Stickstoffverbindungen in 
das Molekül der Huminsäuren zu erhalten. Nach Horner®* reagiert 
3-Amino-brenzcatechin über das entsprechende o-Chinon zu dunkel 
gefärbten polymeren Produkten, während 4-Aminobrenzcatechin über das 
entsprechende o-Chinon zu einem Phenazinderivat kondensiert. Auch die 
Arbeiten von Musso® sind in diesem Zusammenhang interessant. Er 
erhielt bei der Oxydation von Orcin in Gegenwart von Ammoniak 
Phenoxazone. 

Vergleicht man die Infrarotspektren verschieden lange gerotteter 
Björkman-Lignine mit denen aus den Heißwasserextrakten isolierten 
“Huminsäuren’ und Huminsäuren, die z.B. aus einem Moorboden 
isoliert wurden, so kann man dabei folgende Feststellungen treffen. 

Im Bereich von 5,8 a (1710 cm!) ist bei den unverrotteten Ligninen eine 
Schulter. In diesem Gebiet liegt eine charakteristische C=O-Bande von 
Aldehyden, Ketonen, Estern und Carbonsäuren. Im Verlaufe der Verrot- 
tung nimmt die Intensität dieser Bande bis zu den Huminsäuren zu. Die 
Bande bei 6,1 u entspricht der Valenzschwingung einer C=C-Doppel- 
bindung, die mit der C=O-Gruppe vermutlich in Konjugation steht. 

Die Banden im Bereich von 6,25 p (1600 cm!) und 6,67 p (1499 cm -!) 
werden C=C-Valenzschwingungen aromatischer Systeme zugeordnet. 
Nach Smith?® treten die Banden von 5,8 p (1710 cm!) bis 6,25 p (1600 
cm!) auch bei Modellsubstanzen, wie Ferula-, 3,4-Di-methoxyzimt- 
aldehyd und Vanillin auf. 

Die Banden bei 6,85 p (1460 cm!) sind asymmetrische CH-Deforma- 
tionsschwingungen und bei 7,3 a (1370 cm~) symmetrische CH- 
Deformationsschwingungen von CH,-Gruppen, deren Intensität jeweils 
im Laufe der Verrottung abnimmt. 

Die Banden von 7,0 p (1429 cm!) bis 7,1 a (1408 cm!) können C-O- 
Valenz- bzw. OH-Deformationsschwingungen von Phenolen und nach ver- 
gleichenden Untersuchungen möglicherweise von Oxychinonen zugeord- 
net werden. Auch hierbei ist eine Abnahme der Intensität der Absorption 
im Verlaufe der Verrottung festzustellen. 

Die Banden bei 7,9 p (1266 cm!) bis 8,9 a (1124 cm~) sind OH- 
Deformationsschwingungen von Phenolen oder Alkoholen bzw. C=O- 
Valenzschwingungen von Aryl- oder Alkyläthern zuzuordnen. Die 
Intensität der Absorption verringert sich im Laufe der Verrottung, 
ferner nehmen die Banden uncharakteristische Formen an. 
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Die Banden von 9,6 p (1042 cm~) bis 9,7 a (1030 cm!) und 10,2 a 
(980 cm!) sind vermutlich in Verbindung mit der Bande bei 11,9 p 
(840 cm~), die einem Benzolkern mit zwei benachbarten freien Wasser- 
stoffatomen entspricht, aromatischen Systemen zuzuordnen und nehmen 
im Verlauf der Verrottung stark ab. 

Die zunehmende Verbreiterung der Bande zwischen 6,1 p (1639 cm~) 
und 6,25 u (1600 cm) im Laufe der Verrottung, insbesondere bei dem 
410 Tage alten Lignin, bei den Huminsäuren aus Stroh und bei denen aus 
Moorboden kann mit dem Einbau stickstoffhaltiger Verbindungen in das 
Ligninmolekül erklärt werden. In diesem Bereich liegen bekanntlich 
C=N-Valenzschwingungen heterocyclischer Aromaten, NH-Deforma- 
tionsschwingungen von primären und sekundären Aminen und NH;- 
Deformationsschwingungen primärer Amide. 

Im allgemeinen kann man in Übereinstimmung mit anderen Autoren?” 
sagen, daß bei Huminsäuren, auch bei solchen, die aus verschiedenen 
Böden isoliert worden sind, nur wenige und unscharfe Banden festgestellt 
werden können. Die aufgezeigten Spektren zeigen, daß die aus dem Stroh 
isolierten noch verhältnismäßig “unfertigen” “Huminsäuren” eine 
große Ähnlichkeit mit denen von verrottetem Lignin haben. Im Boden 
gehen jedoch noch weitere Veränderungen an den Huminsäuren als bei 
einer Rottezeit von 410 Tagen im Modellversuch vor sich. Diese Tatsache 
geht aus dem Spektrum der Huminsäuren aus Moorboden hervor. Ein 
stetiger Übergang von Lignin in Huminsäuren wird sowohl durch die 
Spektren als auch durch die chemischen Untersuchungen offenkundig. 
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DISCUSSION 


K. FREUDENBERG, Heidelberg, Deutschland: 

Wir haben bisher viel von der Tatsache gesprochen, daß Coniferyl- 
alkohol mit Laccase das Lignin gibt. Wenn man nun Lignin ganz fein 
verteilt und in Suspension (das geht mit biosynthetischem Lignin genau 
so wie mit Björkman-Lignin) weiterhin der Laccase aussetzt, dann nimmt 
es dauernd Sauerstoff auf und wird weiter abgebaut. In der lebenden Zelle 
des Holzes geht dieser Vorgang deshalb nicht weiter, weil die Zelle mit 
dem gebildeten Lignin so voll gestopft wird, daß der Prozeß stehen 
bleibt. Wenn Pilze oder Mikroorganismen dazu kommen, dann geht dieser 
Prozeß weiter. 

Zu Ihrem Vortrag möchte ich aber fragen: Warum muß es immer das 
Lignin sein, welches Humusstoffe bildet und nicht etwa die Hemizellulosen, 
die Zellulose etc.? 


W. FLAIG: 

1. Die Entmethoxylierung des Lignins geht nur in Gegenwart von 
Sauerstoff vor sich. Solange Sauerstoff gegenwärtig ist, geht auch der 
Abbau weiter. 

2. Ich habe es vielleicht nicht genügend erwähnt, daß ich heute nur 
die Umwandlung von Lignin in Humusstoffe bespreche. Hierzu sei 
gesagt, daß sich auch in Abwesenheit von Lignin braune, den Humin- 
säuren sehr ähnliche Stoffe bilden. Zu diesem Problem haben wir ver- 
schiedene Versuche unternommen. Es wurde ein größeres Sortiment von 
Streptomyceten untersucht, von denen bekannt ist, daß sie zum Teil 
braune Farbstoffe bilden, zum Teil jedoch nicht. Wir haben gefunden, 
daß auf Tyrosin-Agar—einem Medium, in dem schon eine aromatische 
Substanz enthalten ist—je nach Kombination von Zucker als C-Quelle 
und Aminosäuren als N-Quelle in einigen Fällen braune Färbungen 
auftreten, in anderen nicht. Für jede Streptomyceten-Art gab es eine 
bestimmte Kombination von Zuckern und Aminosäuren. Wesentlich war 
jedoch, daß diese Braunfärbung parallel mit der Phenoloxydase-Aktivität 
verlief. Phenoloxydasen können bekanntlich nur Aromaten oxydieren. 
Es sind daher durch die Mikroorganismen aromatische Systeme gebildet 
worden, die etwa über die Shikimisäure oder über den Acetylrest des CoA 
entstehen. 


J. M. Harkın, Heidelberg, Deutschland: 

Sie haben erwähnt, daß Phenoloxydasen nur über aromatische Systeme 
einwirken können. Es ist bekannt, daß die Laccase und T'yrosinase in 
Anwesenheit von Vermittlungssubstanzen (das sind meist Phenole) 
Phenylalanin zu einer Ketosäure oxydiert. 
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Die von Ihnen erwähnten Oxydationsprodukte sind aber nicht die 
stark gefärbten Substanzen. 


S. GUMINSKI, Wroclaw, Polen: 

Es ist in diesem Vortrag gezeigt worden, daß insbesondere die Blätter 
jener Pflanzen, die bestimmte Polyphenole enthalten, ein ausgezeichnetes 
Material für Kompostierung darstellen. Ich konnte dies auch in physio- 
logischen Versuchen bestätigen. Hierzu zwei Fragen: 

1. Wenn man dem Leitungswasser eine kleine Menge Natriumhumid 
zusetzt, so sinkt der Sauerstoffgehalt des Wassers erheblich. Welche 
Reaktion findet hierbei statt? 

2. Zufälligerweise wurde bemerkt, daß durch das Kochen einer 
natürlichen Humatlösung—oder einer künstlich vorbereiteten Lösung 
von Humaten—die physiologische Wirkung verstärkt wird. Was geschieht 
beim Kochen? 


W. FLAIG: 

Es sind wahrscheinlich verschiedene Oxydationsreaktionen, die diese 
Änderungen der physiologischen Eigenschaften hervorrufen. Mehr kann 
ich dazu nicht sagen. 


R. Derz, Wien, Österreich: 

Sind bei den Verrottungsversuchen in der Klimakammer auch Tempera- 
turmessungen durchgeführt worden? Kann hierbei eine gewisse Relation 
der Temperatur zum C- bzw. N- Gehalt der zersetzten Substanz in 
verschiedenen Zeitpunkten festgestellt werden? 


W. FLAIG: 

In den hier erwähnten Versuchen haben wir stets unter völlig über- 
einstimmenden experimentellen Bedingungen gearbeitet. Es ist aber 
ziemlich sicher, daß bei geänderter Temperatur andere Verhältnisse 
eintreten werden. 


